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1. 緒 言 
 近年、ナノ・マイクロチューブ状構造体の合成
と応用に注目が集まっている。我々は多孔性ポリ
カーボネート(PC)膜を用いた独自の鋳型内交互積
層法により、蛋白質からなる中空シリンダー構造
のナノチューブ(NT)を合成することに成功した 1)。
蛋白質 NT の最大の特徴は、一次元内孔空間に望
みの物質(薬物、ナノ粒子など)を捕捉できること
にある。もし、チューブの中に大腸菌(E. coli)やウ
イルスなどの病原体を効率よく取り込むことがで
きれば、その応用範囲は格段に広がるものと考え
られる。 
本研究は、まず大腸菌捕捉能を有する蛋白質マ
イクロチューブ(MT)を合成し、その構造と特徴を
明らかにすることを目的とした(Fig. 1)。さらに、
インフルエンザウイルスを捕捉できる新しい蛋白
質 MT の合成についても検討した。 
2. 結果及び考察 
2.1 蛋白質 MT の大腸菌捕捉能 
大腸菌はグラム陰性桿菌の一種であり、O157 な
どの腸管出血性大腸菌は重篤な感染症を惹起する。
本研究で使用した大腸菌(K12 株)は短径 425 nm、
長径約 2 μm であり、それを捕捉できる MT の内径
は少なくとも 500 nm なければならない。そこで、
孔径 1.2 μm の PC 膜を用いてヒト血清アルブミン
(HSA)とポリ -L-アルギニン (PLA)からなる
(PLA/HSA)9 MT を合成した(外径 1.0 μm、水中に
おける内径 500 nm)。 
得られた MT の生理食塩水分散液と大腸菌の懸
濁液を混合し([MT]=1.6×107 tubes/mL、[E. coli]= 
1.1×10
7 
CFU/ mL)、室温で 0、15、30 分間回転撹拌
した後、それぞれ LB agar プレートに播種し、18
時間後(37°C)のコロニー数を計測した。 
内径 200 nm の細い(PLA/HSA)3 NT を加えた場
合、コロニー形成率に変化は見られなかったが、
(PLA/HSA)9 MT を加えた試料においては、混合時
間依存的にコロニー数が減少し、30 分混合した試
料では、一つも観測されなかった(Fig. 2)。チュー
ブの内径に依存した明確なコロニー形成率の減少
が見られたことから、大腸菌は MT に 100%捕捉さ
れたと考えられる。 
 
2.2 大腸菌を捕捉した MT の CLSM 観察 
フルオレセインで蛍光標識した HSA(F-HSA)を
階層成分に組み込んだ(PLA/HSA)7(PLA/F-HSA/ 
PLA/HSA) MT を純水に分散し、そこに 5-Cyano- 
2,3-ditolyl tetrazolium chloride(CTC)で蛍光染色し
た大腸菌(CTC-E. coli)を加え([CTC-E. coli]=1.1×
 
Fig. 1 Schematic illustration of E. coli or influenza virus 
entrapped protein MT. 
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Fig. 2 Relationship between mixing time and colony 
incidence of E. coli. 
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10
7
 CFU/mL、[MT]=1.6×107 tube/mL)、30 分静置
後、共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)観察を行った。
興味深いことに多くの場合、大腸菌が MT の管口
部に蓋をするように捕捉されている様子が見られ
た(Fig. 3A)。これは、MT の内孔径(ca. 500 nm)が
大腸菌の短径とあまり差がなく、孔の奥まで侵入
することが難しいためと考えられる。まれに、サ
イズの小さな大腸菌がチューブ内部に捕捉されて
いる様子も観察された(Fig. 3B)。 
 
2.3 最内層成分の異なる蛋白質MT の大腸菌捕捉能 
 (PLA/HSA)9 MT の内孔に大腸菌が捕捉される
要件を解明するため、最内層を HSA からポリスチ
レンスルホン酸(PSS)またはポリ-L-グルタミン
酸(PLG)(Fig. 4A)に変えた MT を合成し、2.1 と同
様の手順で大腸菌捕捉能を評価した。 
最内層成分が PSS、PLG である MT を加えた試
料では、コロニー形成率は変化せず(Fig. 4B)、大
腸菌はチューブに捕捉されないことがわかった。
HSA は細菌表面に発現する蛋白質(Protein G)と結
合することが知られており、大腸菌を MT 内に取
り込むためには、最内層を HSA にする必要がある
ことを明らかにした。 
また、実際の応用スケールを想定し、107 CFU/ 
mL の大腸菌を含む水 1.0 L に MT(150 μg)を添加
し、3 時間静置したところ、大腸菌数は 0 個になる
ことがわかった。 
2.4 蛋白質 MT のウイルス捕捉能 
本研究で使用したインフルエンザウイルス
(PR8)は、直径約 100 nm の RNA ウイルスである。
PR8 表面にあるヘマグルチニンと相互作用する糖
蛋白質フェチュイン(Fet)を最内層に配置した
(PLA/HSA)5PLA/Fet MT を合成した(Fig. 5B)。得
られた MT の分散液と PR8 の懸濁液を混合し
([MT]/[PR8]= 0, 2, 10, 100)、室温で 3 時間静置し
た。遠心分離により(PLA/HSA)5 PLA/Fet MT を除
去し、上澄みのウイルス濃度を測定した。MT/PR8
比が増大すると、PR8 残存率は減少し(Fig. 5A)、
MT が 100 倍存在する条件で残存率は 0%に達した。
インフルエンザが最内層の Fet と結合することで、
チューブ内部に捕捉されるものと考えられる。 
3. 結 論 
 大腸菌を効率よく捕捉できる(PLA/HSA)9 MT
を合成し、その構造を CLSM により明らかにし
た。 
 大腸菌を捕捉するためには、MT の最内層を
HSA にすることが重要である。 
 インフルエンザウイルスを捕捉できる
(PLA/HSA)5PLA/Fet MT を合成した。 
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Fig. 5 (A) Relationship between [MT]/[PR8] and 
remaining ratio of influenza virus (PR8), (B) SEM image of 
(PLA/HSA)5PLA/Fet MTs. 
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Fig. 3 CLSM images of E. coli entrapped protein MT. 
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Fig. 4 (A) Structure of PSS and PLG (B) Relationship 
between inner component and colony incidence of E. coli. 
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